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Abstrakt
V této bakalářské práci byl studován transport náboje (CT) po řetezci DNA spek-
troskopickou metodou stacionární fluorescence s využitím fluorescenčního analogu adeninu
- 2-aminopurinu (Ap), jako fluroescenční značky. Byl studován vliv změny struktury v du-
plexu DNA:DNA nebo DNA:RNA a vliv přítomnosti Hg(II) v dvoušroubovici DNA:DNA
obsahující mutaci tymin-tymin, na účinnost CT po řetězci DNA. V experimentální části
byla z excitačních spekter sledována míra zavedení Ap do řetězce deoxyribonukleové ky-
seliny (DNA), z integrálů emisních spekter byl vypočten faktor zhášení fluorescence. Bylo
zjištěno, že Ap se lépe váže do bází v řetězeci DNA:RNA, který není tak rigidní jako
řetezec DNA:DNA a tak může být lépe přijat mezi ostatní báze; dále bylo zjištěno, že
fotoindukovaný přenos náboje (PET) po řetezci DNA prudce klesá po překročení teploty
odpovídající teplotě tání řetezce, při které se řetezec rozplétá;přítomnost Hg(II) v řetězci
DNA:DNA přenos náboje negatívně neovlivňuje, právě naopak, řetězec s mutací T-T je
po začlenění Hg(II) stabilnější a těplota tání se posouvá k vyšším teplotám. V této práci
bylo prokázáno že fotoindukovaný přenos náboje je velice citlivý proces a může být použit
pro detekci i velmi malých změn ve struktuře nukleových kyselin.
Summary
In this bachelor thesis were investigated charge transport (CT) through a duplexes
of DNA by stationary fluorescence spectroscopy, with a fluorescent analogue of adenine -
2-aminopurine (Ap), as fluorescent probe. The aim of study was an influence of changes in
the structure of duplexes DNA:DNA or DNA:RNA and effect of the presence of Hg(II) in
double-stranded DNA:DNA containing a mutation thymine-thymine in the chain, in the
efficiency of charge transfer along the DNA strand. Firstly, in the experimental part was
investigated a efficiency of incorporation of Ap into the DNA strand from an excitation
spectra and secondly, from the integrals of the emission spectras the quenched factor
was calculated. It was found that the Ap can be better incorporated into the chain of
DNA:RNA, which is not as rigid as a string of DNA:DNA and thus may be better accepted
by the nearby bases in the chain; furthermore, it was found that the photo-induced charge
transfer (PET) through the DNA strand sharply drops after exceeding a temperature
corresponding with melting point of DNA chain, at which the string of DNA is unraveling.
It was also found that the presence of Hg(II) in the chain of DNA:DNA does not adversely
affect a charge transfer, but on the contrary, the string is after integration of Hg(II) into
the chain more stable and the melting point is shifted to higher temperatures. In this
thesis it was proved that photoinduced charge transfer is very sensitive process and could
be used for detection of even tiny changes in the structure of nucleic acids.
Klíčová slova
Přenos náboje po řetězci DNA a RNA, Fotoindukovaný přenos náboje, stacionární
fluorescence, 2-aminopurin, detekce mutací v DNA.
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1. Úvod
Kdysi si Newton myslel, že světlo se skládá z částic a pak zjistil, že se chová jako
vlnění [1]. Později se zase ukázalo, že světlo se nakonec doopravdy chová jako částice [2].
Tento zdánlivě chaotický začátek má poněkud šťastné řešení. Rostoucí zmatek v záplavě
informací o objektech kvantového světa se podařilo poprvé docela uspokojivě vysvětlit až
v roku 1926 Schrödingerovi, Heisenbergovi a Bornovi [3]. Podařilo se jim vyvinout způsob,
pro výpočet energetických hladin elektronů, což mnělo nesmírný význam při pochopení
mechanizmů procesů kvantového světa. Objasnili se jevy z kvantového světa, jakým je
například fluorescence, nebo procesy zhášení fluorescence, jeden z nich je i přenos náboje
přes molekulu. Tyto procesy nejsou přirozeně pozorovatelné našimi smysly, naštestí i díky
této teorie bylo možné k tomuto účelu vyvinout řadu spektroskopických metod, které nám
v podstatě umožňují analyzovat kvantové částice prostřednictvím elektromagnetického
záření .
Neuplynulo ani jedno čtvrtstoletí a dovedli jsme vysvětlit jev jakým je chemolumi-
nescence [4], která je pozorována aj v živých soustavách [5]; Watson a Crick dokázali
předpovědět geometrickou strukturu deoxyribonukleové kyseliny [6], která byla následně
potvrzena pomocí rentgenové krystalografie [7], [8]; v současnosti je díky vyvinutým spek-
troskopickým metodám možné analyzovat fluorescenční vlastnosti bio-molekul pro rychlé a
přesné diagnostické účely. Rychlá a přesná analýza lidské DNA, je jedním z hlavních kroků
potřebných k individualizaci medicínských aplikací. Individualizace medicínských aplikací
umožňuje léčit každého pacienta individuálně, léky vyvinutými přesně na míru podle po-
třeb organizmu pacienta, na základě struktury specifických části DNA. Nicméně, tyto
metody jsou pro zatím, časově, ale hlavně finančně náročné a k individuálnímu přístupu
v lékařské praxi zatím nejsou prostředky.
V dnešní době víme, že DNA, zdroj všech informací k syntéze, fungování, ale i zdra-
votním stavu celého organizmu, je dynamická makromolekula v nepřetržitém pohybu.
Neustále komunikuje s různými enzymy, proteiny a nukleovými kyselinami. Tyto komuni-
kace doprovázejí jevy, jakým je například transport náboje po řetězci DNA. Měření tohoto
jevu je prováděno na základě neinvazivní metody zhášení fluorescence, která umožňuje za-
znamenat účinnost přenosu náboje po řetězci a z něho pak předpokládat případné rozdíly
v struktuře DNA.
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2. Dosavadní stav techniky
Spektroskopické metody a hybridizační testy jsou v dněšní době vyvinuty do takové
míry, že všechny prostředky pro detekci viru, včetně cytomegaloviru a lidského papiloma-
viru (HPV), HIV-1, AIDS, HSV, HBV a HAV viru, se dají pořídit v rámci jedného balíku
(KIT) [9].
I když jsou v současné době k dispozici celé KITy k detekci mutací v DNA, nebo RNA,
jejich provedení v praxi je většinou problematické. Běžné spektroskopické metody nejsou
schopny nepřetržitě zabezpečovat přesné výsledky a častokrát vyžadují finančně i časově
náročné podmínky. Tyto metody většinou vyžadují značné množství DNA, k provedení
dostatečně přesné detekci mutace a v praxi ji bývá naopak jenom zlomové množství. Na-
víc, všechny tyto metody jsou obtížné k provedení, často vyžadují komplexní vybavení
a špičkově kvalifikovaných techniků, kterými nedisponuje mnoho laboratoří. Fluoresce-
nční materiály používány v těchto metodách jsou většinou nestabilní, nebezpeční, nebo
náchylní k degradování během provozu. Naopak, PET se díky své přísné orientaci oxida-
čně-rekučním potenciálem jeví jako vhodná metoda pro docela přesné a zcela neinvazivní
detekování mutace u nukleových kyselin.
Nejčastější způsob provedení detekce sekvencí, nebo mutací DNA, běžně zahrnuje pou-
žiti oligodeoxyribonukleotidové sondy, která je komplementární k cílové sekvenci DNA.
Sonda je navržena tak, aby z části obsahovala značku, kterou je možno zachytit některou
z fyzikálně-chemických, analytických metod. Běžným příkladem takové značky v součas-
ném stavu techniky u oligodeoxyribonuleotidů je radioaktivní prvek. Zatímco radioaktivní
značky se v praxi osvědčili, rostou obavy o použití radioaktivních materiálů v kontaktu s
lidskou DNA, což podnítilo hledání alternativních sond s podobnou citlivostí.
Transport náboje, nebo fotoindukovaný přenos náboje PET je jeden z mechanizmů
zhášení fluorescence, který nachází stále větší uplatnění jak v praxi, tak i při vývoji
fotovoltaických zařízení, nebo přímo v medicinských aplikacích. PET ve své podstatě
závisí hlavně od oxidačně redukčních potenciálech fluoroforu a zhášeče, což jsou fyzikálně-
-chemické veličiny, ktoré dokážeme dobře měřit.
Další výhodou PETu je, že náboj je transportován přímo přes zkoumanou molekulu a
tak úzce souvisí s její strukturou. Právě díky tomu se využití PETu nabízí jako vhodná
metoda pro analýzu struktury molekul jakými jsou například DNA, nebo RNA. Intenzitu
přenosu náboje po řetězci DNA, nebo RNA, teda taky ovlivňuje pořadí nukleotidů, které
tvoří strukturu molekuly. PET se proto jeví jako dostatečně přesná metoda pro detekci
rozdílů v sekvenci DNA a RNA i k diagnostickým účelům.
Vyžití PETu při fluorescenčně značených primerech popisuje americká přihláška vy-
nálezu č. US2011020804. [10] Vynález řeší fluorescenčně značené molekuly nukleových
kyselin, nebo fluorescenčních sond, které mohou být použity pro detekci a amplifikaci hle-
daných molekul nukleových kyselin na základě komplementarity. Tyto sondy se připojují
na 5´- konec cílové specifické sekvence primerů, kde generují PET. Takhle značený fluo-
rescenční primer, je zakončen nejméně dvěma po sobě následujícími nukleotidy guaninu.
Když primer nájde hledanou část DNA, na základě komplementarity s ní hybridizuje,
zhášení fluorescence pomoci PET neprobíha a můžeme pozorovat nárust intenzity fluo-
rescence. V přihlášce jsou taky popsány způsoby použití PET primerů v Real-Time PCR.
Bakalářská práce se zabývá spektroskopickou metodou stacionární fluorescence v závis-
losti na teplotě pro stanovení intenzity přenosu náboje po řetězci DNA a RNA oligomerů
3
značených fluorescenční značkou 2-aminopurinem, fluorescenčním analogem adeninu[11],[12]
a [13], jako jednou z metod pro detekci mutací v DNA pomocí hybridizační značky.
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3. Teorie
Teorie řeší přehled nezbytných pojmů a procesů potřebných k pochopení fluorescenč-
ních jevů, zhášení fluorescence a jevů souvisejících s transportem náboje po řetězci DNA,
nebo RNA.
3.1. Přehled jevů a pojmů
Molekulové orbitaly
Teorie molekulových orbitalů MO je jedna z prvních teorí pomocí, které lze dostatečně vy-
světlit vazby mezi atomy v molekulách. Teorií MO položil základy F. HUND, H. Herzberg,
I. Lennard-JONES a RS Mulliken v 1928 až 1932. V teorii MO se pro vytvoření vazby
sdílejí kromě elektronů i orbitaly. Orbitaly v molekule jsou rozděleny podle energetických
hladin a z celkové energie molekuly je možné předpokládat tvar molekuly. Molekulový
orbital pro H2 je znázorněn na obr. 3.1.
Obrázek 3.1: Molekulový orbital pro molekulu H2.
Excitace
Absorpce excitačního záření, iniciuje přechod elektronu ze základní energetické hladiny
S0 do hladin s vyšší energii, například S1 nebo S2. Energetické hladiny v molekule jsou
definovány strukturou molekuly a jejich orbitalů, což dovoluje přechody pouze v rámci
nich. Excitace molekuly do těchto hladin trvá přibližně 10−15s.
Obrázek 3.2: Jablonski diagram.
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3.1. PŘEHLED JEVŮ A POJMŮ
Luminescenční jevy
Luminescence je schopnost atomů emitovat elektromagnetické zářeni a dělí se do dvou
hlavních kategorií, fosforescence a fluorescence. Fosforescence a fluorescence se dá znázor-
nit pomocí jablonského diagramu zobrazeného na obr. 3.2. Jablonski diagram znázorňuje
procesy, které probíhají během absorpce a emise elektromagnetického záření fluoroforem.
Základní energetické hladiny mají značku S0, S1 a S2. Každá tato základní energetická
hladina má několik vibračních hladin označených 0, 1 a 2.
Stokesův posun
Když se porovnají absorpční a emisní spektra z obr. 3.3 je nasnadě, že záření emitované
fluoroforem má podle vzorce E =
hf
λ
o něco nižší energii.
Obrázek 3.3: Stokesův posun.
Pokles energie je způsoben vnitřní konverzí, při které se část absorbované energie
spotřebuje na vibrační procesy. Tento jev se nazývá Stokesův posun.
Lambert-Beerův Zákon
Lambert-Beerův zákon vyjadřuje závislost absorbance elektromagnetického záření na vlast-
nostech materiálu, skrz který prochází.
Vztah pro výpočet absorbovaného zářivého toku, platí jenom pro absorpci monochro-
matického záření,
φ = φ0 · 10−ελcl, (3.1)
φ - Intenzita výstupního zářivého toku,
φ0 - Intenzita vstupního zářivého toku,
ελ - Molární absorpční koeficient,
c - koncentrace látky,
l - tloušťka absorpční vrstvy.
6
3.1. PŘEHLED JEVŮ A POJMŮ
Obrázek 3.4: Lamert-Beerův zákon.
Molární absorpční koeficient ελ je závislý na chemické struktuře látky a vlnové délce
procházejícího záření. Pro vyjádření závislosti absorpce záření na koncentraci absorbu-
jící složky je vhodné provést exponenciální závislost na lineární. Pro tyto závislosti byly
zavedeny bezrozměrné veličiny absorbance A a transmitance T :







− log T = ελcl. (3.3)
Vnitřní konverze
Po absorpci záření molekulou se elektron dostává do vibračních hladin. Vnitřní konverzí
se molekula vrací z vibračních hladin na základní excitované energetické hladiny S1 nebo
S2. Tento jev trvá přibližně 10−12s.
Fosforescence
Molekuly v S1 mohou dosáhnout tripletový stav T1 za pomocí spinové konverze. Emi-
tované záření z této hladiny dosahuje větší vlnové délky a celý proces trvá až stovky
sekund.
Fluorescenční jev
Po dosažení energetické hladiny S1 nebo S2, čemu předcházela absorpce záření a nezářivá
vnitřní konverze, může nastat zářivý přechod S1 → S0, který trvá řádově 10−8s. Vlnová
délka emitovaného elektromagnetického záření závisí na energetických rozdílech těchto
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3.1. PŘEHLED JEVŮ A POJMŮ
hladin v molekule. Doba života fluorescence a kvantový výtěžek jsou dvě charakteris-
tické veličiny fluoroforů, v našem případě fluorescenční sondy, které poskytuji důležité
informace o vitalitě fluoroforu.
• Kvantový výtěžek je poměr emitovaných fotonů a absorbovaných fotonů mole-






Γ - Rychlostní konstanta pro emisi fotonu,
knr - Rychlostní konstanta pro nezářivej přechod do základní neexcitované
energetické hladiny S0,
Kvantový výtěžek se může blížit k jedné a to když rychlost zhášení fluroescence je
mnohem menší než rychlost emise fotonů, knr < Γ. Z praxe vyplývá, že hodnota
kvantového výtěžku fluorescence je vždy menší než jedna a to již kvůli Stokesovu
posunu. Konvenčně se všechny nezářivé procesy značí jedinou rychlostní konstantou
knr.
• Doba života excitovaného stavu je definována jako průměrný čas molekuly strá-
vený v excitovaném stavu, ještě před návratem do základní energetické hladiny S0.
Všeobecně platí, že životnost fluorescence je přibližně 10 ns. Pro excitovanou mole-





Doba života fluorescence bez přítomnosti nezářivých procesů se nazývá normální













Excitovaná molekula se může vrátit zpátky do S0 i bez emitovaných fotonů, nezářivými
přechody. Nezářivé přechody jsou většinou uskutečňovány za pomoci interakce excitované
molekuly a vhodného zhášeče. Zhášení se projevuje jako snížena intenzita fluorescence.
Při cíleném vystavení fluoroforu zhášeči, může nastat pokles intezity, který lze využívat
pro detekci fluorescenčních sond na makromolekulách jakou je například DNA.
3.2.1. Rezonanční přenos energie
Rezonanční přenos energie (RET), je proces, který může nastat, když se emisní spektrum
fluoroforu překrývá s absorpčním spektrem další molekuly. Jev je znázorněn na obr. 3.5
z kterého je nasnadě, že absorpční spektrum zhášeče se z velké části překrývá s emisním
spektrem fluoroforu.
Obrázek 3.5: Rezonanční přenos fluorescenční energie.
Fluorofor nemusí vykazovat fluorescenci, což se ve výsledcích projeví jako pokles na
intenzitě fluorescence v emisních spektrech. Během rezonančního přenosu energie donor
a akceptor interagují prostřednictvím dipólových interakcí.
Rychlost rezonančního přenosu energie závisí na vzdálenosti mezi donorem a akcepto-
rem, a rozsahu překryvu jejich emisních a absorpčních spekter. Proces přenosu rezonanční
energie D








kde r je vzdálenost mezi donorem (D) a akceptorem (A), τD je doba života donoru bez
podléhání RET a R0 je Försterova vzdálenost, která má v biologických makromolekulách
hodnotu od 30 do 60 A˚.
3.2.2. Zhášení fluorescence
Každý proces, který způsobuje pokles intenzity fluorescence, může být považován za pro-
ces zhášení fluorescence. Výsledek procesu zhášení fluorescence je částečný rozptyl energie
elektronů ve formě tepla.
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Obrázek 3.6: Zhášení fluorescence.
Obrázek 3.6 znázorňuje schéma pro zhášení, kde fluorofor F a zhášeč Q musí být
v molekulovém kontaktu, co umožňuje elektronovým mrakům obou molekul vzájemně
interagovat. Rychlost zhášení záleží na vícerých interakcích mezi elektronovými oblaky F
a Q. Elektronová hustota se vzdáleností od jádra klesá exponenciálně a i rychlost zhášení
závisí na této vzdálenosti podle vztahu
kQ(r) = A exp[−β(r − rc)], (3.8)
kde r je vzdálenost mezi středem F a Q, rc je vzdálenost nejbližší molekuly. Hodnota A
má předpokládanou hodnotu blízké kolem 1013s−1. Hodnota konstanty β se běžně rovná
přibližně kolem 1A˚−1.
3.3. Mechanizmus zhášení
Rovnice 3.8 popisuje vliv vzdálenosti na zhášení fluorescence, ale nedefinuje mechani-
zmus tohoto procesu. Existují alespoň tři typy mechanizmů, které popisují mechanizmus
zhášení:
1. Mezisystémové přechody jsou nejčastěji způsobovány přítomností těžších atomů
halogenů[14] a [15], nebo kyslíku [16]. Setkání excitované molekuly s halogénem,
nebo tripletové molekuly kyslíku způsobuje přechod elektronu v molekule z S1 do
T1 jak je znázorněno na obr.3.2. Tripletové energetické stavy mají obvykle delší
dobu života, ale taky jsou silně zhášeny kyslíkem. Elektron z tripletového stavu
se tak vrací do základního stavu bez fluorescenční emise. V přítomnosti halogenů
podléhají fluorofory často fotodestrukci [17].
2. Výměna elektronů, neboli Dextrovy interakce jsou schematicky znázorněny
na obr.3.8. Tyto interakce probíhají mezi DE a AE (donorem a akceptorem), kde E
značí Dextrovy interakce. Excitovaný donor má elektron v energeticky nižším ne-
obsazeném molekulovém orbitalu (LUMO), který se přesouvá na A. Akceptor pak
vrací elektron z energeticky vyššího obsazeného molekulového orbitalu (HOMO) do-
noru a proto akceptor setrvává v excitovaném stavu. Výměna elektronů je podobná
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Obrázek 3.7: Zhášení fluorescence prostřednictvím mezisystémových přechodů, převzato
z [36].
RET, protože energie se přesouvá na akceptor, stejně jak je tomu i u RET. Pro
porovnání, Dextrove interakce jsou projevem kvantové mechaniky a nemají žádnou
analogií v klasické elektrodynamice. Pro RET je specifický přenos energie na dlouhé
vzdálenosti, když je dostatečný překryv absorpčních a emisních spekter donoru a
akceptoru, může proběhnout RET ještě před Dextrovými interakcemi. Dexterův
přenos energie může být pozorovaný v případě, že je překryv spekter donoru a ak-
ceptoru malý. A navíc, pro toto pozorování je zapotřebí vyšších koncentrací.
3. Fotoindukovaný přenos elektronu je mechanizmus zhášení fluorescence, při kte-
rém vzniká komplex mezi donorem Dp elektronů a akceptorem Ap, kde P značí PET.
Tenhle komplex přenosu náboje se může vrátit do základní energetické hladiny bez
emise fotonu a jeden extra elektron na A−p se vrátí zpátky D
+
p . Terminologie pro
PET se může zdát metoucí, protože excitovaný fluorofor může být donor elektronů
a současně i akceptor. Směr přenosu náboje v excitovaném stavu je definován oxi-
dačním a redukčním potenciálem základní a excitované energetické hladiny. To je
hlavní rozdíl od RET.
U všech těchto mechanizmů se předpokládá stejná závislost na vzdálenosti popsané
rovnicí 3.8. Častokrát je celkem náročné zjistit celý mechanizmus, kterým zhášení
fluorescence probíhá. Jednotlivé mechanizmy se navzájem nevylučují, přičemž často
probíhá celý proces zhášení prostřednictvím kombinací všech třech mechanizmů. V
bakalářské práci se využívá jev fotoindukovaného přenosu energie, a proto se s ním
budeme v následující kapitole zabývat podrobněji.
3.4. Fotoindukovaný přenos náboje a jeho využití
V předešlé kapitole bylo řečeno, že přenos náboje, nebo energie je definován oxidačně-
-redukčním potenciálem základního a excitovaného stavu. V PET terminologií se jako
donor označuje částice, která odevzdává elektron a akceptor ho zase přijímá. Z tohoto
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Obrázek 3.8: Výměna elektronů, neboli Dextrovy interakce.
označení, ale není zcela jasné, která částice je v excitovaném stavu, což je další rozdíl
oproti RET, kde je donor vždy excitovaná částice.
Podstata zhášení fluorescence prostřednictvím PET bude vysvětlena na několika pří-
kladech. Častý případ je kdy excitovaný fluorofor představuje jako akceptor elektronu
[18][19] a [20]. To se děje když částice bohatá na elektrony může poskytnout své elektrony
například aromatickým uhlovodíkem, nebo elektronově deficitní částice. PET zhášení
může probíhat i takovým způsobem, že fluorofor vystupuje jako akceptor elektronů [21],
[22] a [23]. O této nábojové afinitě rozhoduje ve velké míře oxidačně-redukční potenciál.
Obrázek 3.9: Schéma transportu náboje v molekulových orbitalech pro PET.
Na obr.3.10 je znázorněn energetický diagram pro PET s excitovaným donorem. Na
diagramu není znázorněn vliv difuze a pro zjednodušení se předpokládá, že DP a AP
se již nacházejí ve vzájemném kontaktu. Po excitaci donor poskytne elektron akceptoru
s rychlostní konstantou kP(r) a vytvoří společný komplex s přenosem náboje charge-
-transfer (CT) [D+PA
+
P ]. Tenhle CT komplex může emitovat záření jako exciplex, nebo
může podléhat zhášení fluorescence a tak se vrátit do základní energetické hladiny.
Nejdůležitější část tohoto procesu je pokles v celkové energii CT komplexu. Energie CT
komplexu klesá, protože schopnost poskytnout, nebo přijmout elektron je odlišná, když je
fluorofor excitován. Excitace poskytuje energii potřebnou k separaci náboje. V základním
stavu DP a AP komplex netvoří, protože to je energeticky nevýhodné. Energie uvolněná
během přenosu náboje se také liší, když jsou ionty solvatované a/nebo separované v
rozpouštědle s vysokou dielektrickou konstantou.
Hodnota změny energie pro PET je dána Rehm-Wellerovou rovnicí:
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Obrázek 3.10: Energetický diagram pro fotoindukovaný přenos náboje. Excitovaná mo-
lekula je považována za donor elektronu. νF a νR je vyzářená energie fluoroforu a exci-
plexu,převzato z [36].
V této rovnici redukční potenciál E(D+/D) popisuje proces
D+P + e→ D, (3.10)
a redukční potenciál E(A/A−)
AP + e→ A−P . (3.11)
∆G00 je energie S0 → S1 tranzitního stavu fluoroforu, který může být DP nebo AP;
poslední výraz v rovnici je Coulombova přitažlivá síla způsobena přítomností iontovým
párem zprostředkovávajícím přenos náboje; ε je dielektrická konstanta rozpouštědla , a d
je vzdálenost mezi náboji.
Rehm-Wellerova rovnice je v podstatě empirická korelace rychlostní rovnice druhého
řádu reakce pro intermolekulární přenos elektronu a Gibbsovy energie pro fotoindukovaný
přenos elektronu. Podstatu má ve volné změně energie pohybujícího se náboje, v elektric-
kém potenciálu. Energie uvolněná jedním molem pohybujících se elektronů v potenciály
∆E je dána vztahem:
∆G = −nF∆E (3.12)
kde n je počet elektronů v reakci, ∆E je potenciál, a F je Faradayova konstanta. Tvar




protože energie se ztratí, když se světelná energie rozptýlí a ionty podlehnou Coulombové
přitažlivé síle. E(A/A−) a E(D+/D) se vyskytují s kladným znaménkem, protože jde v
obou případech o redukční potenciál. Ačkoliv, D je oxidován na D+ a A je redukován na
A−, pro stejnou reakci je oxidační potenciál opak redukčnímu potenciálu. Proč je energie
CT komplexu nižší po přenosu náboje, lépe pochopíme z obr. 3.11,
když si představíme energii potřebnou k úplnému odebraní elektronu z donoru, což
je vlastně ionizační energie. Když se fluorofor vyskytuje v excitovaném stavu, elektron
se nachází ve vyšší energetické hladině, než v hladině základní. Z tohoto důvodu bude
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Obrázek 3.11: Změny v elektronové afinitě mezi energetickými hladinami S0 a S0 .
k úplnému odebraní elektronu z hladiny S1 LUMO donoru, zapotřebí méně energie, než
ze základní hladiny nové afinitě mezi energetickými hladinami S0 HOMO. To znamená,
že fluorofor, nebo lépe řečeno donor, nacházející se v hladině S1 má vyšší tendenci k po-
skytnutí elektronu. U zhášeče je energetická bilance elektronové afinity podobná. Energie
potřebná navázání elektronu akceptorem je vyšší, když se elektron vrátí do energetické
hladiny S0, než když se vrátí do hladiny S1. Elektron se může vrátit do energeticky nej-
nižšího orbitalu zhášeče, protože CT komplex se v té chvíli nachází v excitovaném stavu.
Když je akceptor v excitovaném stavu, je dostatek prostoru pro vázání elektronu do nej-
nižšího orbitalu.
3.4.1. Zhášení fluorescence nukleotidy DNA
Fluorescenčně značené oligomery jsou často používané v analýze DNA a biotechnologi-
ích celkově. Proto je velký zájem o porozumění všech faktorů, které ovlivňují intenzitu
fluorescence kovalentně vázaných fluoroforů. Rozsah zhášení závisí na struktuře DNA a
fluoroforů [24], [25]. Ze všech bází se guanin jeví jako nejúčinnější zhášeč fluorescence a to
pravděpodobně proto, že má nižší elektronovou afinitu. Obecně platí, že kvantový výtěžek
zhášení fluorescence závisí na sekvenci a pořadí nukleotidů v blízkosti fluoroforu.
Obr. 3.12 z [26] znázorňuje dobu života fluorescence pro oligomery značené MR121.
Když oligomer neobsahuje guanin, odezva MR 121 je je exponenciální závislost s hodnotou
τ = 2, 2 ns. V přítomnosti jednoho guaninu v řetězci oligomeru jako druhé bázi v pořadí,
odezva MR 121 poklesne na τ = 0, 4 ns, co je výsledek PET zhášení.
PET byl také použit pro studování přenosu náboje přes dvoušroubovici DNA[27]
obr. 3.13. znázorňuje DNA, která obsahuje kovalentně vázaný stilben. Jeden guanin byl
umístěn vedle stilbenu. Doba života fluorescence výrazně poklesla, když byl guanin v
blízkosti stilbenu s β = 0, 64A˚−1. Závislost rychlostní konstanty na vzdálenosti D a P je
znázorněna na obr. 3.14. Proto se předpokládá, že PET bude mít široké využití při vyví-
jení DNA hybridizačních zařízení postavené na principu zhášení fluorescence guaninovými
nukleotidy.
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Obrázek 3.12: Fluorescenční signály pozorované z vodného 10−11 M roztokem G-X, za-
znamenávaný s SMD zařízením a SPC-330 s integračním časem 625 µs a excitační energii
0,63 mW. Tyto grafy ukazují, časově rozlišenou fluorescenci. Odpovídající monoexponen-
ciální doba života fluorescence byla spočítána podle MLE odhadu. Obrázek je převzaty z
[26].
Obrázek 3.13: Optimalizována struktura DNA se stilbenem jako fluorescenční značkou,
zobrazenou na obrázku zeleně v horní části struktury; guanin je zobrazen v dolní části
struktury purpurovou barvou.
3.5. Fluorescenční analogy DNA
Přirozená DNA není vhodná jako fluorescenční sonda a proto je zapotřebí použít speciální
fluorescenční analogy DNA. Fluorescenční analog adeninu je například 2-aminopurin (Ap),
[11, 12, 13] a fluorescenční analog guaninu isoxanthopterin [22].
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Obrázek 3.14: Donor-akceptor (D − A) závislost vzdálenosti přenosu energie na rych-
lostní konstantě v DNA dvoušroubovici obsahující stilbendikarboxyamidový most jako
fluorescenční značku. Obrázek je převzat z [27].
2-Aminopurin
má vysoké kvantové výtěžky a jeho průměrná doba života fluorescence je kolem 10 ns.
Po zavedení 2-aminopurinu do dvoušroubovice DNA oligomerů je v přítomnosti vhodného
zhášače, nejčastěji guaninu jeho fluorescence částečně zhášena a tento pokles intenzity flu-
orescence je možné experimentálně charakterizovat. Závislost fluorescence isoxanthopte-
rinu na struktuře DNA byla použita pro detekci HIV integrázy [22].
Obrázek 3.15: 2-aminopurin s komplementárním tyminem, nebo u RNA uracylem.
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4. Experimentalní část
V experimentální části bylo měřených 14 vzorků DNA/DNA a DNA/RNA pojmeno-
vanývch podle tab.4.1. Vzorky můžeme na základě jejich struktury rozdělit na 7 dvojic,
přičemž každá dvojice obsahuje redox aktivní a redox neaktivní pár. Redox aktivní pár
obsahuje ve svém řetězci guanin, který s Ap vytváří oxidačně redoxní pár. Účinnost pře-
nosu náboje po řetězci DNA, nebo RNA byla zjišťována porovnáním hodnot intenzity
fluorescence redox aktivního a redox neaktivního páru.
Připravilo se sedum základních dvojic oligonukleotidů DNA/DNA, nebo RNA/DNA.
Každá z dvojic obsahuje redox aktivní a redox inaktivní vzorek, přičemž donor-akcepto-
rové páry Ap−G, jsou odděleny dvěma, nebo jako je to u vzorku s popisem ”long”, třemi
bázemi - Tab.4.1
Duplexy obsahující Ap-G (2-aminopurin - guanin) pár se nazývají redox aktiv. Ve
všech měřeních, Ap reprezentuje opticky excitovanou fluorescenční sondu, inkorporovanou
do řetězce DNA, jako donor elektrónové díry[29],[30]. Náboj vyprodukovaný po excitaci
molekuly se přemístňuje od Ap k redoxnímu partneru, kde je zachycen akceptorem G.
Měření fluorescenční spektroskopie redox aktivních vzorků se porovnávalo s měřením re-
dox neaktivních vzorků, v kterých byl akceptor G nahrazen redox neaktivním inosinem
(I).
Oligonukleotidy v Tab.4.1 byly připraveny pánem doktorem Pávem z Ústavu Organické
Chemie a Biochemie v České Akademie Vied, za použití standardního fosforamiditového
mechanizmu. Syntéza se prováděla v 1µmol měřítku na 5−O−dimetoxytrityl−1(6−N−
benzoyladenin−9−yl)−β−D− ribofurano−3−O−sukcinylLCAA-CPG za použití GenSyn
V02 RNA/DNA syntetizátor, 2-aminopurine a inosinové jednotky byly inkorporovány do
řetězce DNA a RNA za použití komerčních fosforamiditů, objednaných od Glen Research.
Po syntéze na pevné fázi byla kolona vložena do tlakové nádoby v které se čistila plynným
amoniakem (0.7MPa) po dobu 16 h, aby se odstranila acylová ochranní skupina a uvolnil se
produkt z pevné fáze. Nakonec byla nechráněná molekula vymyta z kolony za pomoci 0.1M
TEAA pufru, purifikována a charakterizována byla pomocí preparativní iontomeničové
chromatografie (DNAPac,Dionex).
Teplota tání řetězce sloučeniny byla zjištěna na přístroji CARY 100 Bio UV Spectrofo-
tometru (VarianInc.) opatřeném Peltier teplotním regulátorem a programem pro termic-
kou analýzu. Vzorky se připravovali k měření přidáváním 100mM NaCl, 50mMNaH2PO4,
a 1 mM EDTA (pH = 7.2) s výslednou koncentrací 4µmol. Teplotní gradient byl zvolen 1
◦C/min. Hodnota teploty tání byla stanovena z maxima prvé derivaci závislosti absorbance
na teplotě. (Tm± 0.5◦C). Pro spektroskopické stanovení vzorků byly nesyntetizované oli-
gomery rozpuštěné v 50 mM fosfátového pufru (pH = 7) do výsledné koncentrace 5µmol.
UV-vis spektroskopie byla provedena na přístroji Varian Carry 50. Na základě změřené
absorbance Ap při 320 nm byla ve všech vzorcích potvrzena stejná koncentrace.
4.1. Příprava vzorků
Vzorky nasyntetizovaných oligonukleotidů přechovávané v ledničce při teplotě 5 stupňů
celsia byly rozpuštěny při pokojové teplotě. Následně se zahřáli ve vodní lázni na 60 stupňů
celzia po dobu 10 minut a nechali se samovolně schladnout na klidovou teplotu. V této fáze




DNA\DNA redox aktiv 5′ − d(TIA ITAp AAG TTA IA)− 3′
3′ − d(ACT CAT TTC AAT CT)− 5′
DNA\DNA redox inaktiv 5′ − d(TIA ITAp AAI TTA IA)− 3′
3′ − d(ACT CAT TTC AAT CT)− 5′
RNA\DNA redox aktiv 5′ − d(TIA ITAp AAG TTA IA)− 3′
3′ − r(ACU CAU UUC AAU CU)− 5′
RNA\DNA redox inaktiv 5′ − d(TIA ITAp AAI TTA IA)− 3′
3′ − r(ACU CAU UUC AAU CU)− 5′
DNA\DNA redox aktiv tři patra 5′ − d(TIA ITAp AAA GTT AIA)− 3′
3′ − d(ACT CAT TTT CAA TCT)− 5′
DNA\DNA redox inaktiv tři patra 5′ − d(TIA ITAp AAA ITT AIA)− 3′
3′ − d(ACT CAT TTT CAA TCT)− 5′
RNA\DNA redox aktiv tři patra 5′ − d(TIA ITAp AAA GTT AIA)− 3′
3′ − r(ACU CAU UUU CAA UCU)− 5′
RNA\DNA redox inaktiv tři patra 5′ − d(TIA ITAp AAA ITT AIA)− 3′
3′ − d(ACT CAT TTT TCA ATC)− 5′
DNA\DNA mismtach redox aktiv 5′ − d(TIA ITAp TAG TTA IA)− 3′
3′ − r(ACT CAT TTC AAT CT)− 5′
DNA\DNA mismatch redox inaktiv 5′ − d(TIA ITAp TAI TTA IA)− 3′
3′ − r(ACT CAT TTC AAT CT)− 5′
DNA\DNA mismatch Hg(II) redox aktiv 5′ − d(TIA ITAp TAG TTA IA)− 3′
‡
3′ − d(ACT CAT TTT CAA CT)− 5′
DNA\DNA mismatch Hg(II) redox inaktiv 5′ − d(TIA ITAp TAI TTA IA)− 3′
‡
3′ − d(ACT CAT TTC AAT CT)− 5′
Tabulka 4.1: Vzorky DNA a RNA duplexů pro měření optické spektroskopie. V redox
aktivních duplexech je guanin akceptor elektónové díry a Ap je její donorem. V redox
neaktivních duplexech, byl guanin nahrazen redox-neaktivním inosinem (I). Další sym-
boly označují normální báze nukleových kyseliny v oligonukleotidu. Smybol ‡ znázorňuje
částečně kovalentně navázanou rtuť.
ve své struktuře i molekuly rtuti, byly do objemu vzorku, který obsahoval 5µl−1 nasyn-
tetizovaného řetězce, stejné množství HgCl2 a 50mM fosfátového pufru s 0,1mM NaCl.
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Molekuly rtuti se při ochlazování ze 60 stupňů celzia a a splétání nových řetězců zabu-
dovává mezi řetězec, přičěmž úspešné zabudování má nastať jenom, při a splétání nových
řetězců zabudovává mezi řetězec, přičemž úspěšné zabudování má nastat pouze v reťazvi
obsahující mismatch TT. Všechny vzorky byly rozpušteny ve stejném pufru do stejné kon-
centrace a byly měřeny při 10◦C, 15◦C, 20◦C, 25◦C, 30◦C, 35◦C a 40◦C. Pozornost byla
zaměřena na fluorescenci emisních, excitačních spekter. Pro získání emisních spekter byly
vzorky excitované elektromagnetickým zářením o vlnové délce 320nm a excitační spektra
byly detekovány při 365nm na přístroji Fluorolog Horiba.
4.2. Fluorescenční spektroskopie
Pro stanovení účinnosti přenosu náboje po řetězci DNA a RNA byly použity spektrosko-
pické metody. Fluorescence redox aktivních a neaktivních DNA duplexů a RNA hybridních
duplexů, byla měřena v závislosti na teplotě v rozmezí 10 až 40◦C. Aby se zabránilo k
detekování zhášení fluorescence z jiného procesu, než je fotoindukovaný přenos náboje,
spektroskopické měření bylo kalibrováno vůči redox neaktivnímu duplexu, kde je G nahra-
zen inosinem. Fluorescenční spektroskopie byla prováděna na přístroji FLuorolog Horiba
JY s dvojitým monochromátorem pro excitaci a emisi. Emisní spektra byly obstarány při
excitačním zářeni při vlnové délce 320 nm a excitační spektra byly měřeny pri 365 nm.
4.2.1. Přístroje
Fluorolog HORIBA Jobin Yvon
Na přístroji Fluorolog HORIBA Jobin Yvon byla měřena stacionární fluorescence. Jako
excitační zdroj byla použita xenonová výbojka (450 W) a byla snímána intenzita fluo-
rescence v kolmém směru na excitační paprsek. Polychromatické záření prochází excitač-
ním monochromátorem, kde je vybrána určitá vlnová délka. Toto záření prochází kyvetou
se vzorkem s optickou dráhou 1 cm. Dochází k vybuzení fluoroforu a po průchodu emisním
monochromátorem se snímá emitované světlo pomocí fotonásobiče.
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Obrázek 4.1: Fluorolog HORIBA Jobin Yvon.
5. Výsledky
5.1. Vliv změny struktury DNA:DNA, nebo DNA:RNA
řetězce na PET
V prvním případě byla zjišťována závislost intenzity přenosu náboje po řetězci DNA:DNA
a DNA:RNA z Ap do G přes dvě a tři patra molekůl adeninu, co znamená, že mezi
donorem AP a akceptorem G jsou dvě, nebo tři báze adeninu. V tab.4.1 jsou vzorky
označeny DNA:DNA, DNA:RNA, DNA:DNA tři patra, DNA:RNA tři patra redox aktiv,
nebo inaktiv. Vzorky redox inaktiv ve své struktuře neobsahují akceptor G.
excitační spektra
V excitačních spektrech můžeme pozorovat dva rozdílné pásy. Pásmo delších vlnových
délek s maximem kolem 310 nm představuje hlavní excitační část, která se překrývá s
absorpčním spektrem Ap v řetězci nukleových kyselin. Menší excitační pík kolem 275 nm
se předpokláda, že je způsoben singlet-singlet přenosem elektronů z přilehlých bází v okolí
Ap [31] . Platí, že čím větší je odezva v excitačního pásu s maximem kolem 275 nm, tím
lepší je začlenění Ap do řetězce oligonukleotidu. Typickým příkladem excitačního spektra
je obr. 5.1.
emisní spektra
Emise fluorescence má u všech vzorků maximum kolem 375 nm, ale její intenzita se roz-
hodně liší v závislosti na složení řetězce. Emisní spekta byla měřena v rozsahu 330-550
20
5.1. VLIV ZMĚNY STRUKTURY DNA:DNA, NEBO DNA:RNA ŘETĚZCE NA PET
Obrázek 5.1: Normalizované excitační spektra zkoumaných vzorků při teplotě 10◦C. Ex-
citační spektra byly zaznamenány při vlnové délce 365nm.
nm, viz. ??. Výsledná křivka byla zintegrována, aby se získala intenzita fluorescence. Po-
kles fluorescence značí, že excitovaný elektron se vrátil zpátky do základní hladiny bez
vyzáření energie, prostřednictvím nezářivého přenosu náboje PET.
Faktor zhášení pro DNA:DNA a DNA:RNA
Jak bylo uvedeno výše, pokles intenzity fluroescence v pťítomnosti zhášeče (guanin) vy-
jadřuje účinnost fotoindukovaného přenosu náboje. Aby bylo možné tuto účinnost kvan-
tifikovat, byl vždy vypočítán faktor zhášení fluroescence Fq, podle vztahu podle vztahu
Fq = 1− ΦG
ΦI
, kde ΦG reprezentuje integral fluorescence z emisních spekter redox aktivních
duplexů a ΦI redox inaktivních duplexů. Tyto faktory zhášení byly stanovovány pro různé
teploty, viz obr.5.2.
Diskuse
Pomoci excitčaních spekter byla provedena analýza úspěšnosti zavedení Ap do řetězce oli-
gonukleotidů z excitačních spekter. Z emisních spekter byla zjištťována účinnost přenosu
náboje po řetězci DNA:DNA a DNA:RNA duplexů s fluorescenčním analogem adeninu
Ap jako fotoexcitovaným donorem náboje v závislosti na teplotě [34].
Excitační spektra ukázala na přítomnost významných interakcí Ap a okolních bází u
DNA:RNA redox inaktiv tři patra a nejméně výrazné interakce u DNA:DNA redox inaktiv
tři patra. Tyto výsledky lze vysvětlit tím, že hybridní řetězec DNA:RNA není tak pevný
a rigidní jako řetězec DNA:DNA a tak ochotněji příjme do své struktury modifikovanou
bázi Ap.
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Obrázek 5.2: Emisní spektra zkoumaných vzorků při teplotě 10◦C. Emisní spektra byla
zaznamenána při vlnové délce 325 nm
Obrázek 5.3: Faktor zhášení v závislosti na teplotě. Kde φI je hodnota integralu emisního
spektra inaktivnívh vzorků a φG je hodnota integralu emisního spektra aktivnívh vzorků.
Při nižších teplotách bylo pozorováno výraznější zhášení fluorescence u hybridních
DNA:RNA duplexů, které se tedy ve srovnání s DNA:DNA jeví jako výhodnější pro
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Tabulka 5.1: Integral emisních spekter s faktorem zhášení v závislosti na teplotě.
PET ve srovnáné . Zhášení fluorescence v duplexech se třemi patry mezi donorem a
akceptorem bylo mírně nižší. Toto pozorování potvrzuje závislost PETu na vzdálenosti,
přes kterou náboj prochází. S rostoucí teplotou byl pozorován nárust zhášení fluorescence
u DNA:DNA duplexů až do dosažení teploty tání, co je teplota kdy dochází k rozpletení
řetězců dvoušroubovice.
Je tedy vidět, že přenos náboje je teplotou částečně aktivován. Zvýšení teploty vede
k větší četnosti výskytu molekulových orbitalů, v energeticky a geomtericky vhodných
polohách pro transport náboje [32]. Tvary a rozložení orbitalů jsou znázorněny na obr.
5.4. Po překročení teploty tání a rozpletení řetězce účinnost přenosu náboje poklesla
na zanedbatelné hodnoty. Tím se potvrzuje, že narušení dvojšroubovicové struktury má
nepříznivý vliv na PET.
5.2. Vliv přítomnosti Hg a mutace T-T v DNA řetězci
na PET
V další části věnované vlivu mutace v DNA a přítomnosti Hg v řetězci DNA pro PET, byly
charakterizovány dvě dvojice redox aktivních a redox inaktivních vzorků. První dvojice
obsahuje mutaci v komplementárním řetězci, kde je ve středu oligonukleotidu spárován
Tymin s Tyminem znázorněném v tab. 4.1, přičemž druhá dvojice obsahuje mutaci s
navázanou Hg(II).
Excitační spektra
Pro řetězce s T-T mutací byla pozorována mírně nižší fluorescence krátkovlnějšího pásu
než pro řetězce s Hg. Pro řetězce s guaninem (redox aktiv), byly pozorované interakce Ap
s řetězcem vždy mírně intenzivnější.
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Obrázek 5.4: Prostorové rozložení nejvýš obsazených molekulových orbitalů (HOMO) vy-
počtené pro DNA/DNA a RNA/DNA. Orbitaly byly lokalizovány na vlákně obsahující
sekvenci ApAAG. HOMO orbital byl převážně lokalizován na G, HOMO-1 byl lokalizován
při Ap, a HOMO-2 byl lokalizován v těsné blízkosti báze G. Sekvence oligonukleotidů byly
stanoveny podle Tab4.1. Matematické výpočty tvarů orbitalů pro konkrétní vzorky byly
prevzaty z [32].
Emisní spektra
Tak jako v předchozím případě, i pro tyto oligonukleotidy byly měřeny spektra emise
fluroescence pro různé teploty (5-40◦C). Redox aktivní duplexy s obsahem guaninu v
řetězci mají vždy nižší intenziyu emisního spektra, což ukazuje na přítomnost fotoinduko-
vaného přenosu náboje. Potvrzuje to, že excitovaný elektron se vrací do základní hladiny
nezářivým přechodem, který je v tomto případě PET.
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Obrázek 5.5: Normalizované excitační spektra zkoumaných vzorků při teplotě 10 ◦C. Ex-
citační spektra byly zaznamenány při vlnové délce 365nm.
Obrázek 5.6: Emisní spektra zkoumaných vzorků při teplotě 10◦C. Emisní spektra byly
zaznamenány při vlnové délce 325nm.
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Teplota (◦C) DNA:DNA mutace TT DNA:DNA mutace TT + Hg DNA:DNA
5 0,2753 0,31785 0,296
8 0,28877 0,31454 0,299
10 0,31933 0,32603 0,297
12 0,35626 0,34975 0,299
14 0,36982 0,35109 0,302
16 0,37117 0,35423 0,313
18 0,33621 0,34301 0,332
20 0,27425 0,31541 0,356
22 0,23259 0,27987 0,384
24 0,1822 0,22724 0,389
26 0,15828 0,20336 0,387
28 0,13708 0,1773 0,368
30 0,13051 0,14531 0,318
32 0,12409 0,1295 0,278
35 0,12221 0,1102 0,1251
38 0,12665 0,10662 0,1223
40 0,112 0,10014 0,1183
Tabulka 5.2: Teplotní závislost faktoru zhášení fluorescence Fq pro DNA:DNA s T-T
mutací, DNA:DNA s T-T mutací a Hg a pro standardní DNA.
Faktor zhášení DNA:DNA s Hg a T-T mutací
Naopak nejvyšší účinnost přenosu náboje byla při 5 ◦C pozorována pro DNA:DNA mismatch
+ Hg. Molekula Hg se začlení do dvoušroubovice mezi mutaci T-T, částečně kovalentní
vazbou. To má za následek zpevnění řetězce a posunutí teploty tání řetězce k vyšším hod-
notám a tím i zvýšení účinnosti přenosu náboje. Toto chování je i pozorováno ze zjištěných
závislostí přenosu náboje na teplotě, kde k poklesu účinnosti přenosu náboje dochází při
o něco vyšších teplotách než pro DNA s mutací. Větší pevnost řetězce se také projevila
v pomalejším nárůstu účinnosti zhášení díky tepelné aktivaci. Samotná DNA bez mutace
vedla k celkově nejvyšší účinnosti přenosu náboje.
Diskuse
Ze získaných experimentálních výsledků bylo prokázáno, že se zvyšující se teplotou účin-
nost přenosu náboje v každém vzorku DNA:DNA narůstá, co odpovídá předpokladu o
aktivaci přenosu náboje zvýšenou teplotou[35]. Nárust účinnosti zhášení fluorescence je
přisuzován zeslabení vzájemních interakcí mezi bázemi a výšší četností vhodných pozíc
orbitalů bází pro přenos náboje po řetězci.
Při určité teplotě, specifické pro každý duplex, účinnost přenosu náboje prudce klesla.
Tento pokles je způsoben rozpletáním řetězce a tato teplota se nazývá teplota tání. Pro
standardní DNA:DNA oligonukleotid je zjištěná teplota tání 26 ◦C; pro DNA:DNA s
mutací 17 ◦C a pro DNA:DNA s mutací Hg kolem 20 ◦C. Jeví se, že zvýšení teploty táni
duplexů s vázanou Hg tvoří duplex stabilnějším a PET je účinnější.
Nejvýšší hodnota účinnosti přenosu náboje po řetězci DNA byla zaznamenána pro
standardní DNA a nejnižší hodnota pro DNA mismatch Hg. Srovnání účinnosti přenosu
náboje po řetězci mezi DNA a DNA s mutací Hg je v souladu s předpokladem, že na-
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Obrázek 5.7: Faktor zhášení v závislosti na teplotě.
rušení pi orbitalů hraje významnou roli pro přenos náboje po řetězci DNA. Geometrické
uspořádání molekulových orbitalů i s molekulou rtuti je znázorněno na obr. 5.8
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Obrázek 5.8: Geometrická struktura DNA duplexů v normálním stavu, s dvěmi alternativy
mismatchu T-T a DNA obsahující T-Hg-T. Atomy Na+ coordinují fosfátové skupiny a na
obrázku jsou znázorněny fialovou barvou. Sekvence oligonukleotidů byly stanoveny podle
Tab4.1. Matematické výpočty tvarů orbitalů pro konkrétní vzorky byly prevzaty z [33].
6. Závěr
Bakalářská práce byla věnována studiu transportu náboje po řetězci oligonukleotidů
DNA:DNA a DNA:RNA pomocí zhášení stacionární fluorescence. Byl sledován vliv změny
struktury DNA:DNA, nebo DNA:RNA řetězce s různou vzdáleností mezi donorem a ak-
ceptorem. Dále byl studován vliv přítomnosti Hg a mutace T-T v DNA řetězci. Jako
fluorescenční značka byl použit fluorescenční analog adeninu, 2-aminopurin pro jeho vy-
soké kvantové výtěžky fluorescence a strukturou blízkou přírodní bázi adeninu, což je
výhodné pro snadné začlenění do dvoušroubovice DNA.
Z excitačních spekter byla nejdříve zjištěna intenzita interakcí 2-aminopurinu s okol-
ními bázemi v řetězci, z čeho byla diskutována úspěšnost zavedení fluroescenční značky
do řetězce. Po analýze všech výsledků se ukázalo, že 2-aminopurin všeobecně lépe intera-
guje s okolními bázemi v hybridném řetězci DNA:RNA, který není tak rigidní jako řetězec
DNA:DNA a tak má větší flexibilitu nutnou pro začlenění 2-aminopurinu do svého řetězce.
V případě DNA:DNA s T-T mutací a DNA:DNA s T-T mutací a Hg nebyly pozorovány
zásadní změny v interakcích Ap s okolními bázemi. Malé rozdíly v excitačních spektrech
jsou způsobeny ovlivněním kovalentího charakteru řetězce přítomností Hg.
Pro zjištění účinnosti transportu náboje byla dále studována účinnost zhášení fluo-
rescence. Ukázalo se, že lepší účinnost zhášení fluorescence transportem náboje po řetězci
vykazují vzorky DNA:RNA hybridních duplexů než duplexy DNA:DNA. Potvrdilo se, že
větší vzdálenost mezi donorem a akceptorem způsobuje znížení účinnosti přenosu náboje.
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DNA:RNA hybridní duplexy mají teplotu tání řetězce již kolem 20 ◦C a v teplotním
gradientu nebyla pozorována žádná aktivace přenosu náboje.
Naopak, pro DNA:DNA byl při zvyšování teploty pozorován nárust účinnosti přenosu
náboje. S rostoucí teplotou je přenos náboje tedy nejdřív mírně aktivován a po dosažení
teploty tání prudce klesá.
Bylo zjištěno, že při nízkých teplotách vykazuje nejvyšší účinnost přenosu náboje po
řetězci DNA vzorek DNA:DNA s mutací a Hg. DNA:DNA s mutací bez Hg vykazuje ještě
menší účinnost přenosu náboje než standardní DNA. Pro všechny vzorky DNA:DNA platí,
že účinnost přenosu náboje po řetězci narůstá s teplotou až po teplotu tání, kde se duplex
rozplétá. Teplotá tání je specifická pro každý vzorek. Výsledky potvrzují, že s rostoucí
teplotou slábnou interakce mezi blízkými bázemi, což aktivuje přenos náboje. Přítomnost
Hg vázané v T-T mutaci posouvá teplotu tání duplexů k vyšším teplotám.
V této práci bylo prokázáno, že přenos náboje po řetězci DNA může sloužit jako velice
citlivá metoda pro zaznamenání dokonce i nepatrných změn ve struktuře DNA. Experi-
mentální výsledky, které vznikly v rámci této práce, byly částečně použity v odborních
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PET fotoindukovaný přenos náboje
HPV lidský papilomavirus
HIV-1 virus lidské imunitní nedostatečnosti
AIDS syndrom získané imunitní nedostatečnosti
HSV Odstín, Saturace, hodnota
HBV Hepatitis B virus
HAV Hepatitis A virus
KIT balení
PET Fotoindukovaný přenos náboje
PCR Polymerová řetězová reakce
MO Molekulové orbitaly
RET Rezonanční přenos energie
D Donor
A Akceptor
DE Donor v Dextrových interakcích
AE Akceptor v Dextrových interakcích
DP Donor v PET





‡ Částečně kovalentně vázaná rtuť
LUMO Energeticky nižší molekulový orbital
HOMO Energeticky vyšší molekulový orbital
MR121 Derivát oxazinu
MLE Odhad maximální pravděpodobnosti
LCAA-CPG Aminoalkyl s dlouhým řetězcem a sklo s řízenou velikostí pórů
TEAA Triethylamonium acetát
EDTA Kyselina ethylendiamintetraoctová
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